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(S) Utilisation d'un compose choisi dans un groupe determine pour fabriquer un medicament utile pour inverser 
ta resistance aux medicaments multiples vis-a-vis des agents anticancereux de synthese. 

(57) Utilisation d'un compose choisi dans le groupe com- 
pFenant les suivants: 

verapamil, cyclosporine A, trifluoroperazine, thioridazine, 
chlorpromazine, quinidine, chloroquine, perhexiline et nife- 
dipine ou d'un sel pharmaceutiquement acceptable dudit 
compose pour la fabrication d'un medicament utile pour 
mettre en oeuvre une methode pour inverser la resistance 
aux medicaments multiples vis-a-vis des agents anticance- 
reux de synthese, notamment le bisantrene chez Thomme 
ou les animaux a sang chaud, par co-administration a 
ceux-ci dudit compose avec ledit agent anticancereux de 
synthese. 
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APRTERE-PLAN TECHNOLOGIGUE DE L ' INVENTION 

1. Domaine de L' invention 

LMnvention concerne L'uti Lisation d'un compost choisi 
dans le groupe des produits suivants : verapamil, cyclosporine A, 
trifluoroperazine, thioridazine, chlorpromazine, quimdine et 
chloroquine pour fabriquer un medicament utile pour mettre en 
oeuvre une methode pour inverser la resistance aux medicaments 
multiples vis-a-vis des agents anti cancereux de synthese et plus 
particulierement pour inverser la resistance aux medicaments mul- 
,0 tiples observee dans la chimiotherapie du cancer due a une expres- 
sion excessive de La glycoproteine p 170- L' uti lisation d'un tel 
compose sur un clone de la lignee cellulaire du carcinome ovanen 
humain OVCAR 3 Cdesigne par OVCAR 3-S1R) qui est choisi pour sa 
resistance au bisantrene, demontre ^inversion de la resistance au 

15 bisantrene. 

2. Description de L'art anterieur 

L'echec de la chimiotherapie de combinaison a ete une 
longue histoire documents. La resistance simultanee a un grand 
nombre de medicaments utilises en combinaison etait une eventualite 
courante inattendue dans la chimiotherapie du cancer. 

jusqu'a 1960, la recherche etait centree sur la resis- 
tance a un seul medicament plus facile a comprendre. La penetration 
dans le domaine de la resistance aux medicaments multiples a ete 
faite par des chercheurs experimentant la resistance aux medica- 
ments dans les cellules tumorales in vitro. Les mutants resistant 
aux medicaments, choisis parmi les cellules resistant a un seul 
medicament anticancereux derive de produits naturels, montrent sou- 
vent une resistance croisee a d'autres medicaments entierement 
different* derives de produits naturels CLing, Gottesman, M.M., 
ed. Molecular Cell Genetics, New York, NY, John Wiley & Sons ; 
1985 • 773-787). La resistance aux medicaments multiples permet a 
une cellule de supporter les effets de molecules toxiques dont la 
taille, la structure et le site d'action dans la cellule varient. 

Les chercheurs ont trouve que les cellules qui sont 
35 resistantes aux medicaments ne laissent pas Le medicament atteindre 
I'interieur de la cellule, ou i Ls pourraient exhiber son effet 
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Lethal desire. La membrane de surface de la cellule doit etre 
pen£tree en premier par le medicament. II a ete trouve qu'une 
glycoproteine unique existe en quantites croissantes dans les 
cellules resistant aux medicaments. Cette glycoproteine associee a 

05 la membrane cellulaire, qui est de grande taille (poids molecu- 
laire 170 000), a ete designee par p 170 ou P-glycoproteine en 
raison de son association avec la barriere de permeabilite aux 
medicaments- La P-glycoproteine peut agir comme une pompe d'evacua- 
tion pour debarrasser les cellules des toxines (Fogo, A.T., 1989, 

10 The Cancer Bulletin, 41_, N° 1, 26-30). 

Les etudes recentes ont trouve qu'une variete de composes 
peut inhiber la fonction de la P-glycoproteine, en rendant Les 
cellules tumorales resistant aux medicaments multiples, sensibles 
aux medicaments qui seraient autrement inefficaces CTsuruo, T., 

15 Irda, H., Tsukagoshi, S., et Sakurai, Y. , Cancer Research, 1982, 
42 , 4730-4733). Ces medicaments inhibiteurs ("chimiosensibi li- 
sants M ) peuvent se lier a la P-glycoproteine, permettant ainsi a 
I'agent chimiotherapeutique du cancer de s'accumuler dans la 
cellule et de la d£truire. 

20 Les inhibiteurs calciques (tels que verapamil), les inhi- 

biteurs non calciques Cquinidine) et les inhibiteurs de calmoduline 
(trifluoroperazine) ont ete utilises comme chimiosensibi lisants en 
combinaison avec des medicaments anticancereux derives des produits 
naturels (Gerlach, J.H., Kartnu, N., Bell, D.R. , et Ling, V., 

25 Cancer Surveys, VoL. 5, N° 1, 1986, 25-46)- 

SOMMAIRE DE L 1 INVENTION 
La pr£sente invention concerne I f uti Lisation d'un com- 
post choi si dans le groupe comprenant les suivants : 

30 verapamil, cyclosporine A, trifluoroperazine, thioridazine, chlor- 
promazine, quinidine, chloroquine, perhexiline et nifedipine, ou 
d'un sel pharmaceutiquement acceptable dudit compose, pour la 
fabrication d'un medicament utile pour mettre en oeuvre une 
methode pour inverser la resistance aux medicaments multiples 

35 vis-a-vis des agents anticancereux de synthese, chez I'homme ou 
chez les animaux a sang chaud, par co-administration a I'homme ou a 
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(.•animal a sang chaud dudit compose avec Ledit agent anticanc£reux 
de synthese ; plus particulierement ce medicament est destine a 
vaincre La resistance aux medicaments multiples associee au p 170 
induite par Le bisantrene, un medicament anti cancereux de synthese. 

05 L'acquisition de La resistance aux medicaments multiples 

est consider^ comme La cause principale de L'echec du traitement 
chimiotherapeutique des tumeurs malignes. L f une des alterations les 
plus frequemment rapport£es dans les ceL Lutes resistant aux medi- 
caments multiples est (.'expression excessive de la glycoproteine 

10 membranaire 170kd, La P-glycoproteine. Nous avons isole un clone de 
la lignee cellulaire du carcinome ovarien humain OVCAR 3 designe 
par OVCAR 3-S1R, qui a ete selectionne pour sa resistance au bisan- 
trene par addition echelonnee du bisantrene aux cultures cellu- 
laires. Le but de cette etude est d 1 examiner le schema de resis- 

15 tance a divers produits naturels et synthetiques pour determiner si 
laresistance est associee a L'expression accrue de P- 
glycoproteine. 

Les resultats des etudes montrent que les cellules 
OVCAR 3-S1R ont une resistance croisee elevee vis-a-vis des 

20 produits naturels adriamycine, vincristine et calicheamicine, et 
sont sensibLes au produit synthetique mitoxantrone. Comme on 
pourrait egalement le predire, le clone resistant comparativement a 
la lign£e parentale sensible montre une inaptitude a retenir la 
rhodamine 123 comme montree par I'analyse par FACS Cs£Lecteur de 

25 cellules activees par fluorescence). Nos etudes d£montrent egale- 
ment un accroissement de L'expression de La P-glycoproteine utili- 
sant L'anticorps C219 traite a la fluoresceine et I'analyse par 
FACS pour ^valuer le degre de Liaison a La lignSe cellulaire resis- 
tante et sensible. Des Etudes ont egalement £te faites pour aborder 

30 L" inversion de la resistance au bisantrene par Le verapamil et la 
cyclosporine A, deux agents qui sont connus comme pouvant inverser 
la resistance aux produits naturels. La sensibilite vis-a-vis du 
bisantrene est d£montr<§e in vitro Lorsque des cellules de OVCAR 
3-S1R, qui sont resistantes au bisantrene, sont incubees en 

35 presence du verapamil ou de La cyclosporine A. Toutefois, le meca- 
nisme selon lequel Le verapamil et la cyclosporine A (CsA) augmen- 
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tent la sensibilite des cellules vis-a-vis du bisantrene apparait 
totalement different car les dosages de Liaison competitive 
demontrent que le verapamil agit par competition pour occuper le 
site de liaison du C219 alors que la cyclosporine A ne le fait pas. 
Ces etudes demontrent que la resistance aux medicaments multiples 
associee a la P-glycoproteine vis-a-vis d*un compose ant icancereux 
synthetique peut it re induite par des agents tels que la cyclo- 
sporine A et Le verapamil et que Le mecanisme pour inverser La 
resistance est similaire a celui observe pour les cellules rendues 
resistantes aux produits naturels. 

DESCRIPTION DU MODE DE REALISATION PREFEREE 
La presente invention convient pour preparer un medi- 
cament pour inverser La resistance associee au p 170 vis-a-vis 
d'un compose synthetique, Le bisantrene, dans le traitement des 
tumeurs malignes. 

La resistance aux medicaments multiples due a I'expres- 
sion excessive de la P-glycoproteine est communement associee 
seulement aux medicaments anticanc£reux naturels. D'une maniere 
historique, la litt£rature mentionne de nombreux exemples de resis- 
tance aux agents anti cancereux naturels ou la resistance est 
associee a L'expression excessive du p 170. Toutefois, jusqu'a 
present, il n'a pas ite demontre que cette resistance due a 
L'expression de la glycoproteine p 170 se produit dans le cas des 
agents anti cancereux synthetiques. En milieu clinique, Le mSdecin 
peut supposer que Lorsqu f un patient devient r6fractaire a un trai- 
tement par un produit naturel tel que I 'adriamycine, la tumeur ne 
doit pas exhiber de resistance crois^e aux agents anticanc£ reux 
synthetiques. II existe quelques cas ou la resistance aux agents 
synthetiques tels que La mitoxantrone a £te d£montree mais les 
cellules sont negatives pour L'expression du p 170. Ainsi, il 
existe un mecanisme alterne responsable de cette resistance. 

Les Etudes presentees ici demontrent que : 
(1) La resistance aux medicaments multiples associee a L'expression 
excessive du p 170 peut se produire avec un medicament anti cance- 
reux synthetique tel que Le bisantrene ; (2) cette resistance peut 
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etre vaincue in vitro avec des agents tels que le verapamil et La 
cyclosporine A qui sont utilises traditionnel lement pour vaincre la 
resistance aux produits naturels ; (3) l»exposition clinique aux 
medicaments anticancereux synthetiques peut entrainer le developpe- 
05 ment d'un schema de resistance du type resistance aux medicaments 

multiples CWDR) . 

Nous avons genere un clone de la lignee cellulaire du 
carcinome ovarien OVCAR 3, designe par OVCAR 3-S1R, qui est selec- 
tionne pour sa resistance au bisantrene par addition echelonnee de 

10 medicaments aux cultures cellulaires. Nous avons demontre que ces 
cellules expriment des niveaux eleves de P-glycoproteine. La lignee 
parentale sensible au bisantrene montre une tres faible expression 
de p 170. Ainsi, la resistance a I'agent anticancereux synthetique, 
le bisantrene, est en correlation avec I'expression de cette 

15 proteine d'efflux. Ces cellules peuvent etre rendues sensibles au 
bisantrene lorsqu'elles croissent en presence de verapamil, de 
cyclosporine A, de trifluoroperazine, de thioridazine, de chlor- 
promazine, de quinidine et de chloroquine. Tous ces composes, dont 
les structures sont montrees ci-apres, sont des composes connus, 

20 qui peuvent etre prepares en utilisant des methodes rapportees dans 
la litterature. 

Les composes actifs peuvent etre administres par voie 
orale, par exemple, avec un di luant inerte ou avec un support 
comestible assimilable ou bien i Is peuvent etre enfermes dans des 

25 capsules en gelatine dures ou molles, ou bien i Is peuvent etre mis 
en comprimes ou incorpores directement a un produit alimentaire ou 
a un produit de regime. Pour I'adrainistration therapeuti que orale, 
ces composes actifs peuvent etre incorpores avec des excipients et 
utilises sous la forme de comprimes, de pastilles, de capsules, 

30 d'elixirs, de suspensions, de sirops, de tablettes et analogues. 
Ces compositions et preparations doivent contenir au moins 0,1 % de 
composes actifs. Le pourcentage des compositions et des prepara- 
tions peut bien entendu varier et peut etre compris commodement 
entre environ 2 % et environ 60 % en poids de I'unite. La quantite 

35 de compose actif dans ces compositions therapeutiques est telle 
qu'un dosage approprie soit obtenu. Les compositions et prepara- 
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tions preferees conformement a La presente invention sont 
presentees de fagon qu T une forme unitaire de dosage orale contienne 
entre environ 5 et 200 rag de compose actif. 

Les comprimes, Les pastilles, les pilules, les capsules 
et analogues peuvent £ga Lenient contenir des adjuvants suivants : un 
liant tel que la gomme adragante. La gomme arabique, L'amidon de 
mais ou la gelatine ; des excipients tels que le phosphate dical- 
cique ; un agent desintegrant tel que I'amidon de mais, I'amidon de 
pomme de terre, I'acide alginique et analogues ; un lubrifiant tel 
que le st£arate de magnesium ; et un agent edulcorant tel que Le 
saccharose, Le Lactose ou la saccharine ou un agent aromatisant tel 
que La menthe poivree, I'essence de wintergreen ou I'arome de 
cerise. Lorsque La forme unitaire de dosage est une capsule, elle 
peut contenir en plus des materiaux du type mentionne ci-dessus, un 
vehicule liquide. Divers autres materiaux peuvent etre presents 
sous forme d'enrobage ou pour modifier la forme physique de L f unite 
de dosage. Par exemple, Les comprimes, les pilules ou Les capsules 
peuvent etre enrobes de gomme laque, de sucre ou avec les deux. Un 
sirop ou un elixir peut contenir le compose actif, le saccharose 
comme agent edulcorant, le methyl- et le propylparabens comme 
conservateurs, un colorant et un aromatisant tel que L'arome de 
cerise ou d'orange. Bien entendu, toute matiere utilisee dans La 
preparation d'une forme unitaire de dosage doit etre pharmaceuti- 
quement pure et substantieLlement non toxique dans Les quant ites 
uti Usees. De plus, ces composes actif s peuvent etre. incorpores 
dans des preparations et des formulations a Liberation retardee. 

Ces composes actifs peuvent egalement etre administres 
par voie parenterale ou intrap^ritoneale. Des solutions ou suspen- 
sions de ces composes actifs sous la forme de base Libre ou de sels 
pharmaceutiquement acceptables peuvent etre preparees dans L'eau, 
melangee de fapon appropriee avec un agent surfactant tel que Le 
Laury IsuLfate de sodium ou un emuLsifiant ou stabilisant tel que 
I'hydroxypropylcellulose. Des dispersions peuvent egalement etre 
preparees dans du glycerol, dans des polyethy Leneglycols liquides 
et dans Leur melange dans Les huiles. Dans Les conditions ordi- 
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naires de stockage et d'utilisation, ces preparations contiennent 
un conservateur pour empecher La croissance des mi cro-organi smes. 

Les formes pharmaceutiques utilisabLes pour l" injection 
incLuent les solutions ou les dispersions aqueuses steri les et les 

05 poudres steri les pour les preparations extemporanees de solutions 
ou de dispersions injectables steri les. Dans tous les cas, la forme 
doit etre. sterile et doit etre fluide pour etre facilement 
injectee. Elle doit etre stable dans les conditions de fabrication 
et de stockage et doit etre conservee vis-a-vis de I'action conta- 

10 minante des micro-organi smes tels que les bact^ries et les champi- 
gnons. Le vehicule peut etre un solvent ou un milieu dispersant 
contenant par exemple I'eau, I'Sthanol, un polyol (par exemple 
glycerol, propy leneglycol et polyethyleneglycol liquide), des 
melanges appropries de ceux-ci, et les huiles vegetales. 

15 Structure du chlorhydrate de bisantrene 
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Les resultats des essais decrits ici montrent que Le 
clone OVCAR 3-S1R resistant, comparati vement a. la lignee parentale 
sensible, montre une inaptitude a retenir la rhodamine 123 ( R 12 3^ 
comme montre par l f analyse par FACS (figure 1)- Les resultats 
montrent une fixation de R^ 23 nette reduite de fa$on marquee par 
Les cellules resistantes comparati vement aux cellules sensibles, 
suggerant qu'un mecanisme d'efflux, tel que celui du a L'expression 
de p 170, est responsable de la retention reduite de R 12 3" 
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Nous avons egalement demontre un accroissement de 
I 'expression de La P-gLycoproteine utiLisant l'anticorps C219 
traite a La fluoresceine et L'anaLyse par FACS pour evaluer La 
Liaison a La lignee ceLLuLaire resistante et sensibLe (tabLeau 1). 
La Liaison directe du C219 a la membrane ceLLuLaire se produit 
Lorsque La resistance aux medicaments est due a L'expression de La 
glycoproteine p 170 dans La membrane de ces ceLLuLes (figures 2). 
Les ceLLuLes de OVCAR 3-S1R, mais non Les ceLLuLes parentaLes 
sensibles, montrent L'expression de p 170 dans La membrane pLasraa- 
tique comme determinee par La Liaison avec Le C219. 

La raison pour Les protocoLes mentionnes ci-dessus est 
basee sur Le taux eleve d'effLux du medicament a parti r des 
ceLLuLes qui sont resistantes en raison de L'accroissement de 
L'expression de p 170. Lorsque Les ceLLuLes sont resistantes en 
raison de L'effLux accru, aLors Le R 123 sera fixe et excrete rapi- 
dement mais demeurera positif pour L'anticorps C219 marque au FITC. 
Les ceLLuLes sensibles ou Les ceLLuLes resistantes dues a un meca- 
nisme autre que L'effLux accru seront teintes positivement par La 
rhodamine et negativement par Le C219 marque au FITC. 

Les ceLLuLes exprimant Le p 170 exhibent une resistance 
croisee a une variete de produits natureLs structure Lement non 
apparentes- Etant donne que nous avons demontre que Les ceLLuLes 
resistantes au bisantrene expriment Le p 170, nous avons ensuite 
teste Le schema de resistance pour voir s'il est similaire a ceLui 
exhibe par Les ceLLuLes resistantes aux produits natureLs 
(tabLeau 2). Comme il est vrai avec Les ceLLuLes resistantes aux 
produits natureLs qui expriment des niveaux eleves de p 170, Les 
ceLLuLes de OVCAR 3-S1R montrent un schema MDR de resistance a 
L'adriamycine et a La vincristine et une pLus grande sensibiLite a 
La mitoxantrone. 

Le verapamil. La cycLosporine A, comme montre dans un 
dosage de proliferation (tabLeau 3), peuvent inverser La resistance 
aux medicaments induite par Le bisantrene par Liaison competitive a 
La proteine d'effLux p 170, inhibant ainsi Le transport du medica- 
ment hors de La ceLlule. Le verapamiL est toxique aux ceLLuLes de 
0VAR 3-S1R a une concentration de 100 ug/mL mais non toxique a des 
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concentrations inferieures. Le bisantrene seuL a 10 pg/mL n'est pas 
toxique. Toutefois, Lorsqu'iL est combine a des concentrations 
donnees inferieures a 100 pg/mL, des effets inhibiteurs significa- 
tifs sont observes. La cycLosporine A, Lorsqu'eLLe est testee 

05 seuLe, est tout a fait toxique vis-a-vis des cetluLes de 
0VCAR 3-S1R. Des concentrations qui testees seuLes sont non 
toxiques (0,15 et 0,075 pM) sont capables d'ameliorer La sensibi- 
Lite de La Lignee ceLLuLaire vis-a-vis du bisantrene. Toutefois, 
cette donnee suggere que La cycLosporine A peut avoir une marge 

10 therapeutique tres etroite Lorsqu'eLLe est testee in vivo. 

Les resuLtats des composes testes additionneLs : trifLuo- 
roperazine, thioridazine, chLorpromazine, quinidine, chLoroquine, 
perhexiLine et nifedipine, sur L 1 inversion de La resistance induite 
par Le bisantrene dans Les ceLLuLes de 0VCAR 3-S1R sont montres 

15 dans Les figures 3-9. 
MaterieLs et methodes 
CuLture ceLLuLaire 

Des ceLLuLes de 0VCAR 3-S1R sont cLonees a parti r de La 
Lignee ceLLuLaire parentaLe OVCAR 3 utiLisant Le FACS 440. Les 

20 ceLLuLes sont maintenues dans Le mi Lieu RPMI-1640 suppLemente par 
10 % de serum de veau foetaL et par 0,2 % de ITS - Les ceLLuLes 
parentaLes de OVCAR 3 sont initiaLement exposees a 0,01 pg/mL de 
bisantrene. Une fois La confLuence obtenue, Les ceLLuLes sont 
trypsinisees et Les ceLLuLes sont divisees dans deux fLacons et 

25 maintenues dans 0,01 pg/mL de bisantrene pendant plusieurs 
passages. Une fois Les ceLLuLes adaptees a cette concentration de 
bisantrene. La concentration est portee a 0,1 pg/mL. Apres avoir 
suivi Le meme procede de seLection, Les concentrations sont augmen- 
tees sur une periode de pLusieurs mois a 0,25, 1,0, 2,0, 5,0, 7,5 

30 et 10 pg/mL de bisantrene. Aux concentrations utiLisees dans ces 
etudes (10 pg/mL) Le bisantrene n'a aucun effet inhibiteur sur La 
Lignee ceLLuLaire de OVCAR 3-S1R. 
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ExempLe 1 

La comparaison de La fixation de rhodamine <R 12 3 ) P ar Les 
ceLLuLes de carcinome ovarien sensibLes CS1) et resistantes (S1R) 
au bisantrene est demontree a La figure 1. 
05 Les ceLLuLes sont incubees a La temperature ambiante dans 

du R (0,1 ug pour 10 6 ceLLuLes). Au bout de 0, 5, 10, 15, 20, 

1 23 £ » 

30, 45 et 60 min, un echantillon contenant 10 cellules est separe, 

granule et lave dans du PBS pour eliminer I'exces de R 123 - Les 

cellules sont fixees dans 1 7. de paraformaldehyde avant I'analyse 

10 sur le selecteur de cellules activees par fluorescence (FACS 440, 
Becton Dickinson). Les fiLtres appropries sont utilises pour 
perroettre I'enregistrement de la lumiere transmise maxiraale. Les 
echanti lions sont excites a une longueur d'onde de 514 nM et 
Remission est mesuree a travers un filtre 585/42 BP. Comme montre 

15 a la figure 1, les cellules de 0VCAR 3-S1R resistantes demontrent 
une diminution marquee de fixation de rhodamine comparativement aux 
cellules parentales sensibLes. Ces resultats suggerent qu'un meca- 
nisme d'efflux, tel que I'expression de p 170, est responsable de 
la retention reduite de rhodamine. 

20 

Exemple 2 

La reactivite des cellules ovariennes sensibLes S1 et 
resistantes S1R avec L'antl corps C219 marque au FITC est demontree 
dans le tableau 1. 

25 Les cellules sont lavees et fixees dans du methanol froid 

a 70 % pendant 10 min a -20°C. Les cellules sont ensuite lavees a 
trois reprises par du PBS et incubees dans un milieu bloquant (1 % 
de BSA (albumine de serum bovin), 40 % de serum de souris normales, 
20 7. de serum de veau foetal) a la temperature ambiante pendant 

30 90 min pour reduire la liaison non specif ique. L'anticorps C219 
marque au FITC est ajoute aux cellules pendant une periode d' incu- 
bation de 60 min (100 pi pour 10 6 cellules). Les cellules sont 
lavees a trois reprises par du PBS contenant 1 % de BSA, et remises 
en suspension dans 1 % de paraformaldehyde et analysees par FACS. 
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Tableau 1 

Reactivite des cellules ovariennes sensibles S1 et resistantes S1R 
avec I'anticorps C219 marque au FITC 



05 


Ant i corps 


Di Lution 


Concentration 


% de 


reactivite 










finale 


S1 sensible 


S1R resistante 




C219 


1 


: 10 


5 ug/ml 


9,0 


66,0 






1 


: 20 


2,5 ug/ml 


2,0 


51,0 


10 


negatif 
Serum 


1 


: 10 




1,0 


3,0 




temoin 


1 


: 20 




0,0 


2,0 



15 L'accroissement de la reactivite des cellules resistantes 

S1R avec l f anticorps C219, comparativement a celui des celLules 
parentales sensibles, suggere un accroissement de I'expression de 
p-glycoproteine dans la lignee cellulaire resistante. 



20 Exemple 3 

La liaison directe de I'anticorps C219 a la membrane 
cellulaire se produit lorsque la resistance aux medicaments est due 
a I'expression de la glycoproteine p 170 dans la membrane. La 
determination de I'expression de p 170 dans les membranes des 

25 cellules de 0VCAR 3-S1R par L f analyse dite "Western Blot" est 
montree a la figure 2. 

La methode employee pour la purification membranaire est 
une modification de la technique de separation en deux phases de 
Brunette et Till (1971). Les dosages de proteines sont faits et des 

30 quant ites equivalentes de proteines sont deposees en couche sur des 

gels a gradient de 4 a 10 %- Les proteines membranaires sont 

transferees par electrophorese a un papier de nitrocellulose qui 

est incube avec Uanticorps C219 (2 pg/ml) suivi d'une seconde 

1 25 

incubation avec le Ig anti-souris de mouton marque par I - Le 
35 papier de nitrocellulose est ensuite expose a un film de 
Kodak XOMAT. Les resultats de L'analyse dite "Western Blot" donnes 
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dans La figure 2 demontrent que L'anticorps C219 se Lie aux 
ceLLuLes de OVCAR 3-S1R resistant au bisantrene, mais non aux 
ceLLuLes parentaLes sensibles, suggerant L'expression de La gLyco- 
proteine p 170 dans Les ceLLuLes resistantes. 

05 

ExempLe 4 

Le schema de resistance des ceLLuLes de OVCAR 3-S1R est 
montre dans Le tabLeau 2. 

Les ceLLuLes de OVCAR 3-S1R et Les ceLLuLes de Lignee 
10 parentaLe S 1 sont cuLtivees dans L'agarose contenant Le mi Lieu 
(1 000 ceLLuLes par disque de 35 mm), avec des concentrations 
croissantes de composes testes. La CI 50 pour Les deux Lignees est 
determinee et La resistance muLtipLe est caLcuLee en divisant La 
CI 5Q de La Lignee resistante par La CI 5Q de La Lignee sensible. 

15 

TabLeau 2 

Schema de resistance des ceLLuLes de OVCAR 3-S1R 

Agent teste 
20 Bisantrene 
Adriamycine 
Vincristine 
Mitoxantrone 

25 Les resultats mentionnes ci~dessus demontrent que Les 

ceLLuLes de OVCAR 3-S1R montrent une resistance a divers medica- 
ments incLuant Le bisantrene. 

ExempLe 5 

30 L'effet du verapamiL et de La cycLosporine A sur L 1 inver- 

sion de La resistance au bisantrene dans Les ceLLuLes de 
OVCAR 3-S1R est montre dans Le tableau 3. 

Des ceLLuLes de OVCAR 3-S1R sont deposees en couche sur 
des pLaquettes de microtitrage a 96 puits a fond pLat 

35 (10 5 celLuLes/puits). Les ceLLuLes sont preincubees a L f aide de 
100 pL de verapamiL ou de CsA pendant 1 h a 37°C Le bisantrene est 



Resistance muLtipLe 

> 250 

> 125 
100 

10 
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ensuite ajoute (100 pl/puits) et Les pLaquettes sont incubees a 

37°C dans 7 % de CO- pendant 3 jours. Les cellules sont ensuite 
3 

pulsees avec la H-thymidine (0,5 pCi par puits) pendant une nuit. 
Apres 3 cycles de congelation, deconge lation, Les cellules sont 
recueillies en utilisant un dispositif a recolter les cellules. Le 
pourcentage d f inhibition de la croissance est determine en utili- 
sant La formule : 

A - B 

X 100 

A 

dans Laquelle A = CPM (coups par minute) provenant des puits 
traites par le bisantrene seul et B = CPM a partir des puits 
traites par le compose teste plus le bisantrene. 

Tableau 3 

Effet du verapamil et de la cyclosporine A sur l*inversion de la 
resistance au bisantrene dans les cellules de OVCAR 3-S1R 

A. Effet du verapamil 

Bisantrene Verapamil % d'inhibition de croissance j+ D.S. 



(pg/rol) (pg/ml) 



10 






0 




100 


34,6 


+_ 5,6 




.50 


2,1 


+ 2,1 




10 


9,1 


+ 1,1 




5 


13,4 


+ 2,1 




1 


0,35 


+_ 0,3 




0,5 


. 6,1 


+ 4,2 


10 


100 


93,3 


± 0,2 


10 


50 


93,7 


+ 0,84 


10 


10 


88,4 


+ 2,8 


10 


5 


82,7 


+ 2,5 


10 


1 


75,3 


+ 2,4 


10 


0,5 


68,9 


1 2,1 



2660194 



15 



Tableau 3 (suite) 



B. Effet de La cyclosporine A (CsA) 



05 



10 



15 



20 



25 



Bi santrene 
(pg/ml) 


CsA 
(uM) 


% d 1 inhibition de 
croissance +_ D.S. 


10 


- 


0 


— 


5,0 


92,0 + 1,0 


— 


2,5 


88,1 + 2,8 


— 


1/25 


88,5 _+ 1,0 


— 


0,62 


72,6 +_ 3,3 


— 


0,31 


46,2 +. 2,8 


- 


0,15 


11,5 * 8,7 




0,075 


19,8 +. 4,5 




0,037 


0,0 +_ 0,0 


10 


5,0 


95,1 + 0,5 


10 


2,5 


90,9 _+ 1,2 


10 


1,25 


93,2 + 2,0 


10 


0,62 


94,3 + 0,08 


10 


0,31 


92,8 _+ 2,2 


10 


0,15 


90,0 _+ 0,16 


10 


0,075 


70,0 j+ 4,6 


10 


0,037 


29,5 +_ 1,1 



Les resultats mentionnes dans Le tableau 3 demontrent que 
le verapamil et la cyclosporine A peuvent inverser la resistance au 
medicament vis-a-vis du bisantrene. Le bisantrene seul a 10 ug/ml 
30 est non toxique. Toutefois, lorsqu'il est combine au verapamil ou 
a la cyclosporine A a des dosages appropries, on observe des effets 
inhibiteurs signif icatif s sur la croissance cellulaire. 

Exemple 6 

35 L« inversion de la resistance au bisantrene avec la 

trifluoroperazine, la thioridazine, la chlorpromazine, la quini- 
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dine. La chLoroquine, La perhexiLine et La nifedipine est montree 

dans Les figures 3-9. 

Les ceLLuLes de OVCAR 3-S1R sont deposees en couche sur 

des pLaquettes de mi croti trage a 96 puits a fond pLat 

05 (10 5 ceLLuLes/puits) . Les ceLLuLes sont preincubees par 100 jjL de 

substances d'essai pendant 1 h a 37°C. Le bisantrene est ensuite 

ajoute (100 pL/puits) et Les pLaquettes sont incubees a 37°C dans 

7 % de C0 p pendant 3 jours. Les ceLLuLes sont ensuite puLsees par 
3 

La H-thymidine (0,5 6pCi par puits) pendant une nuit. Au bout de 

10 3 cycLes de congeLation, decongeLat ion, Les ceLLuLes sont 

recueiLLies en utiLisant un dispositif a recoLter Les ceLLuLes. Le 

pourcentage d' inhibition de La croissance est determine en utiLi- 
sant La formuLe : 



15 A - B 

X 100 



dans LaqueLLe A = CPM a parti r des puits traites par Le bisantrene 
20 seuL et B = CPM pour Les puits traites par Le compose teste pLus Le 
bisantrene. 

Ces resuLtats supportent L f utiLite des agents teLs que 
ceux testes precedemment pour vaincre La resistance associee a 
L Expression du p 170- Etant donne que jusqu*a present L'expression 
25 du p 170 n'a pas ete associee a L f uti Lisat ion des medicaments 
synthetiques pour La therapie du cancer, Les resuLtats donnes ici 
suggerent que ce phenomene ne doit pas etre La regLe dans Les 
essais de determination posoLogique avec d'autres nouveaux agents 
synthetiques outre Le bisantrene. 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation d'un compose choisi dans le groupe com- 
prenant les suivants : 

05 verapamil, cyclosporine A, trifluoroperazine, thioridazine, chlor- 
promazine, quinidine, chloroquine, perhexiline et nifedipine, ou 
d'un set pharmaceutiquement acceptable dudit compose, pour la 
fabrication d'un medicament utile pour mettre en oeuvre une met bode 
pour inverser La resistance aux medicaments multiples vis-a-vis des 

10 agents anticancereux de synthese chez L'homme ou chez les animaux a 
sang chaud, par co-administration a I'homme ou a I 'animal a sang 
chaud dudit compose avec ledit agent anticancereux de synthese. 

2. Utilisation d'un compose selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que ledit agent anticancereux synthetique est le 

15 bisantrene et ledit compose est le verapamil. 

3. Utilisation d'un compose selon La revendication 1, 
caracterisee en ce que Ledit agent anticancereux synthetique est Le 
bisantrene et Ledit compose est La cyclosporine A. 

4. Utilisation d'un compose selon la revendication 1, 
20 caracterisee en ce que Ledit agent anticancereux synthetique est Le 

bisantrene et Ledit compose est la trifluoroperazine. 

5. Utilisation d'un compose selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que ledit agent anticancereux synthetique est le 
bisantrene et ledit compose est La thioridazine. 

25 6. Utilisation d'un compose selon la revendication 1, 

caracterisee en ce que ledit agent anticancereux synthetique est le 
bisantrene et Ledit compose est La chlorpromazine. 

7. Utilisation d'un compose selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que ledit agent anticancereux synthetique est le 

30 bisantrene et ledit compose est la quinidine. 

8. Utilisation d'un compose selon La revendication 1, 
caracterisee en ce que Ledit agent anticancereux synthetique est le 
bisantrene et ledit compose est la chloroquine. 
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9. Utilisation d'un compost selon La revendi cation 1, 
caracterisSe en ce que (.edit agent anti canc<§reux synth£tique est Le 
bisantrene et Ledit compost est La perhexiline. 

10. UtiLisation d f un compost selon La revendi cation 1, 
caracteris<§e en ce que Ledit agent anticanc£reux synthetique est Le 
bisantrene et Ledit compost est La nifedipine. 
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Figure 1 

Comparaison de la fixation de rhodamine par Les cellules de 
carcinome ovarien sensibles (S1) et resistantes (S1R) au 
bi santrene - 



60-r 




Temps apres I'addition de rhodamine (minutes) 



SI (sensibles) 
Si-dO (resistant) 
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Figure 2 

A B C D E 



— 200 K 




— 69 K 

— 46 K 

— 30 K 

— 21.5 K 

— 14.3 K 



A: OVCAR 3 SI- sensible 

B: MCF-7 resistant a L 1 adr i amy c ine 

C: Standard de CENT0C0R gp 170 

D: OVCAR 3 S1R resistant au bisantrene 

E: Standards de poids moleculaire 
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Figure 5 

Effet de la trifluoroperazine sur I' inversion de la resistance 
induite par le bisantrene dans Les cellules d'OVCAR 3 SIR de 




ID 20 SO 

pg/ml de trifluoroperazine 



3D 



AO 



DO 



Trifluoroperazine seule 

Trifluoroperazine + bisantrene (10 pg/ml) 
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Figure 4 

Effet de La thioridazine sur L'inversion de la resistance induite.- 
par Le bisantrene dans Les cellules d'OVCAR 3 S1R 
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Figure 5 

Effet de La chlorpromazine sur L'irwersion de La resist 
bisantrene dans Les ceLLuLes d'OVCAR 3 S1R. 
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Figure 6 

Effet de La quinidine sur I'inversion de La resistance au bisantrene 
dans les cellules d'OVCAR 3 S1R. 
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Figure 7 

Effet de la chLoroquine avec L' inversion de La resistance au bisantrene 
dans Les cellules d'OVCAR 3 S1R- 
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ISO 
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ChLoroquine seule 
ChLoroquine + bisantrene 
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Figure 8 

Effet de la perhexiline sur (-'inversion de la resistance au bisan- 
trene dans les cellules d'OVCAR 3 S1R. 



B5-r 




BNSDOCID: <FR 



26601 94A1 I > 



9/9 



2660194 



18- 
17- 
10- 
16- 
1-4- 



S IS* 

c 

CO 

en 

« 12- 

"5 

o 



o 



3-- 



Figure 9 

Effet de La nifedipine sur L'ilnversion de La resistance au bisan- 
trene dans Les ceLLuLes d'OVCAR 3 S1R- 
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